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i^as (57) Abstract: The invention relates to a polypeptide, which is expressed on the cell surface as a membrane-bound protein, is gly- 
= colyzed at one or more points (membrane glycoprotein) and whose amino acid sequence corresponds partially or completely to 
^s* that of the integrin binding protein p80 (accession # AJ131720) or REV1 (accession # AF206019). The membrane glycoprotein is 
^ expressed by neoplastic cells and not by non-neoplastic cells and as an antigen specifically binds the human monoclonal antibody 
PM-2 (DSM number: DSM ACC2600) and is in addition W-glycosidically and O-glucosidically linked. The invention also relates 
fs| to a method for the isolation or production of the antigen and to the use of the latter for producing a medicament for immunization. 
fN| The isolated antigen is also used to identify medicaments with an apoptotic or cell-proliferation inhibiting action. The invention also 
9\ relates to the use of the membrane glycoprotein as a tumour marker. 

O (57) Zusammenfassung: Polypeptid, das als membranstandiges Protein an der Zelloberflache exprimiert wird, das an einer Oder 
mehreren Stellen glykosiliert ist (Membranglykoprotein) und dessen Aminosauresequenz teilweise oder ganz der des Integrin-Bin- 
^5 dungsproteins p80 (accession # AJ131720) oder REV1 (accession # AF206019) entspricht, wobei das Membranglykoprotein von 
C> neoplastischen Zellen und nicht von nicht-neoplastischen Zellen exprimiert wird, und als Antigen den humanen monoklonalen An- 
^ tikSrper PM-2 (DSM Eingangsnummer: DSM ACC2600) spezifisch bindet, sowie N-glykosidisch und O-glykosidisch glykosiliert 
^\ ist. Die Erfindung lehrt aufierdem ein Verfahren zur Isolation/Hers tell ung des Antigens und dessen Verwendung zur Herstellung 
^ eines Arzneimittel zur Immunisierung. Das isolierte Antigen dient auch zur Identifikation von ArzneimitteJn mit apoptotischer oder 
zellproliferationsinhibierender Wirkung und daruberhinaus der Verwendung des Glykomembran proteins als Tumormarker. 
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ANTIGEN DES PM-2 ANTIKORPERS UND DESSEN VERWEN- 

DUNG 



10 



Die Erfindung betrifft ein Polypeptid, das als membranstandiges Pro- 
tein an der Zelloberflache exprimiert wird, das an einer oder mehre- 
ren Stellen glykosiliert ist (Membranglykoprotein) und dessen Amino- 
sauresequenz teilweise oder ganz der des Integrin-Bindungs- 
proteins p80 (accession # AJ131720) oder REV1 (accession # 
AF206019) entspricht. 

Desweiteren betrifft die Erfindung die Verwendung des erfindungs- 
gemaBen Polypeptids in derTumorbehandlung, Tumordiagnose und 
in der Tumorforschung. 



15 

Hintergrund der Erfindung 

Trotz der Fortschritte der Chemotherapie bleibt die erfolgreiche 
Krebsbehandlung gegehwartig eine der groRten Herausforderungen 
in der Medizin. Bei diesem Ziel spielt insbesondere die frQhe Diagno- 

20 se von Krebs eine groBe Rolle. Eine alarmierende hohe Zahl der 

Krebspatienten befindet sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits 
in einem fortgeschrittenen Stadium der Krankheit. Neben dem frOh- 
zeitigen Nachweis von Tumorzellen im Gewebe spielt natOrlich auch 
die Suche nach neuen Mitteln zur KrebsbekSmpfung eine groBe Rol- 

25 le, z.B. durch Inhibition der Zellproliferation oder durch Einleitung der 

Apoptose. Apoptotische Rezeptoren an der Zelloberflache, wie jene 
der NGF/TNF-Familie werden predominant auf Lymphozyten expri- 
miert, befinden sich aber auch auf verschiedenen anderen Zelltypen, 
weshalb sie sich nachteiligefweise nicht fdr eine Krebstherapie eig- 
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nen. Insbesondere haben bei /n-wVo-Tests Liganden und Antikorper 
fQr diese Rezeptoren zu Leberschaden gefuhrt. 
Tumorspezifische Rezeptoren (Antigene) mit apoptotischer Funktion, 
die an der Zelloberfiache neoplastischer Zellen exprimiert werden, 

5 sind daher fur die Krebstherapie besonders wichtig. Das gilt insbe- 

sondere vor dem Hintergrund, dass zunehrnend die Identifizierung 
und Isolation humaner monoklonaler AntikGrper mit apoptotischer 
Wirkung gelingt. Durch Einsatz der Hybridomtechnologie ist die Iso- 
lierung einer Serie tumorspezifischer IgM Antikorper aus dem Gewe- 

10 be von Krebspatienten sowie aus dem Gewebe gesunder Spender 

gelungen. Insbesondere konnten bereits zwei humane monoklonale 
tumorspezifische Antikorper und deren Antigene identifiziert werden. 
So bindet der humane monoklonale Antikorper SC-1 spezifisch am 
CD-55 Rezeptor (Cancer Research, 1999 Oct 15, 59 (20), 5299- 

15 5306, Hensel et. al) wahrend der humane monoklonale PAM-1 Anti- 

korper spezifisch am CFR-1 Rezeptor bindet (Oncol. Rep. 2004, Apr. 
11 (4), 777-784, Brandlein et. al). Humanen monoklonalen AntikSr- 
pem dieser Art wird fQr die Behandlung und Diagnose von Krebs ei- 
ne gro&e Rolle zugeschrieben. Ihre Bedeutung fur die Krebstherapie 

20 liegt in der Induktion von Apoptose und/oder Inhibition der Zellprolife- 

ration nach spezifischer Bindung an die entsprechenden Antigene 

(Rezeptoren) auf der Oberflache neoplastischer Zellen. 

i 

Mit Hilfe des humanen monoklonalen AntikSrpers PM-2 (DE 102 305 
25 1 56 A1) (DSM Eingangsnummer: DSM ACC2600) gelang nun die 

Identifikation des erfindungsgemaBen Glykomembranproteins, das 
als Antigen (Rezeptor) den PM-2 AntkOrper spezifisch findet. Ein Se- 
quenzvergleich im Rahmen der massenspektfoskopischen Analyse 
(siehe Figur 6) des erfindungsgemSBen Antigens offenbarte die zu- 
30 mindest im untersuchten Bereich vorliegende Homologie zwischen 
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dem erfindungsgemalJen Antigen und einem aus dem Stand der 
Technik bekannten Protein (NCBI accession #AJ 131 720), das ais p- 
80 Protein bezeichnet wird bzw. REV1 (accession # AF20601 9) 
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20 



25 



30 



Definitionen 

Apoptose ist der programrnierte Zelltod, d. h. Selbstmord von Zellen, 
durch Fragmentation der DNA, Zellschrumpfung und Dilatation des 
endoplasmatischen Reticulums, gefolgt von Zellfragmentation und 
der Bildung von Membranvesikeln, den sog. apoptotischen Korpern. 
S\e ist die haufigste Todesursache eukaryontischer Zellen und 
kommt vor in der Embryogenese, Metamorphose und Gewebsatro- 
phie. Die Apoptose garantiert als die physiologische Form des Zell- 
tods eine schnelle und saubere Entfernung unnotiger Zellen, ohne 
EntzUndungsvorgange Oder Gewebeverletzurigen auszulQsen wie im 
Falle der Nekrose. Unter pathologischen Bedingungen dient die A- 
poptose auch zum Entfernen maligner Zellen, wie etwa KrebsvorlSu- 
ferzellen. Apoptose kann durch verschiedenste Stimuli ausgelost 
werden, wie etwa durch zytotoxische T-Lymphozyten oder Zytokine, 
wie Tumornekrosefakor, Glykokortikoide und AntikOrper. 

Glykosilierung 

Membranglykoproteine weisen auf ihrer extrazelluiaren Seite Zucker- 
reste (Glycokalix) auf, die entweder an den Amidstickstoff einer 
Asparaginseitenkette gebunden sind (A/-Bindung) oder an das Sau- 
erstoffatom einer Serin- oderThreoninseitenkette (O-Bindung). Der 
direkt mit der Seitenkette verknupfte Zucker ist meistens N- 
acetylglucosamin oder A/-Acetylgalacatosamin. Kohlenhydrate k6n- 
nen sehr vielfaitige Strukturen ausbilden. Zum einen kOnnen ver- 
schiedene Monosaccharide Qber eine oder mehrere OH-Gruppen 
miteinander verknQpft sein. Zum zweiten konnen die am C-1-Atom 
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ansetzenden VerknQpfungen eine a- oder p-Konfiguration haben. 
Unter Ausriutzung dieser verschiedenen VerknQpfungen konnen Gly- 
komembranproteine ausgedehnte aus Oligosacchariden aufgebaute 
Verzweigungen aufweisen. 

5 

Es ist bekannt, dass die Kohlenhydratstruktur (Glykosilierungs- 
muster, Glykokalix) auf der Zelloberfiache Informationscharakter hat 
for die interzellulare Erkennung. So benotigt z.B. das Immunsystem 
das Glykosilierungsmuster zur Erkennung und Adsorption an die 
10 Zielzelle, wobei die strukturellen Grundlagen fOr den Ablauf dieses 

Vorgangs noch nicht verstanden sind. 

Integrine sind an die Oberfiache von Zellen gekoppelte Proteine, 
deren lipophiler Teil die Zeltwand durchspannt(Transmembranpro- 

15 teine) und deren extrazellullare Komponenten glykosiliert sind (Gly- 

komembranproteine). Durch einen als Adhasion bezeichneten Vor- 
gang vermitteln Integrine die Bindung von Zellen an die extrazellulare 
Matrix und an andere Zellen. FUr die Selektivitat der Bindung ist ne- 
ben der AminosSuresequenz der Integrine und der dreidimensionaler 

20 Proteinstruktur die Struktur der an die Integrine gebundenen Zucker 

verantwortlich. Integrine sind Heterodimere, die aus einer a- und ei- 
ner p- Untereinheit zusammengesetzt sind, wobei es etwa 10 unter- 
schiedliche a-Untereinheiten und mindestens doppelt so viele unter- 
schiedliche p-Untereinheiten gibt Die daraus alleine fQr den Rezep- 

25 tortyp der Integrine erwachsende Variabilitat erklart, dass die der 

Zelladhasion unterliegenden allgemeinen Mechanismen noch bei 
weitem nicht vollstandig verstanden sind. Die Spezifitat der Integrin- 
Bindung wird auBerdem durch die extrazellulare Ca 2+ "Konzentration 
moduliert. Es ist bekannt, dass Integrine bevorzugt an die Arg-Gly- 
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Asp-Sequenz (Ruoslahti, Pierschbacher, Science, 1987, 238, 491) 
der extrazellularen Matrix binden. 



Unter den Adhasionsrezeptoren wirken Integrine insbesondere bei 
5 der Signaltransduktion, d.h. bei der InformationsQbermittelung extra- 

zellularer Signale in das Innere der Zelle und aus dem Inneren der 
Zelle nach auBen. Durch Adhasion und nachfolgender SignalUber- 
tragung in das Zellinnere werden intrazellulare Prozesse in Gang 
gesetzt, die zur Umstrukturierung des Cytoskeletts und zur Induktion 
10 von Signalkaskaden ftihren kOnnen. Integrin-Bindungsproteine sind 

die Bindungspartner der Integrine bei der Adhasion. 

■ 

Zelladhasionsvorgange wirken regulatorisch auf das Expressions- 
muster und damit auf die Spezifitat der Rezeptoren selbst. Zell- 
1 5 Adhasionsmechanismen sind daher wichtig fur das Zellwachstum, 

die Zellmigration und die Differenzierung, insbesondere sind sie be- 
teiligt, wenn Zellen ihre spezialisierten Formen verlieren und zu me- 
tastasierenden Krebszellen werden. 



20 

Neoplastische Zellen 

AIs Neoplasma oder Tumore wird eine abnorme Gewebsmasse be- 
zeichnet, deren Wachstum autonom (unabhangig von Wachstums- 
faktoren), unkoordiniert, ziellos und progressiv ist. Dabei bestehen 

25 Tumore aus zwei Komponenten. Zum einen den Parenchymzellen, 

die auch als neoplastische Zellen bezeichnet werden und dem nicht- 
tumorosen Stroma, d.h. dem Bindegewebe und den Blutgefassen. 
Als neoplastische Zelle wird im Zusammenhang mit dem erfindungs- 
gemalXen Antigen eine Zelle bezeichnet, die einer unkontrollierten 

30 Zellteilung unterliegt oder eine Zelle die keinen Apoptosemechanis- 
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mus auiweist. Eine neoplastische Zelle im Sinne der Erfindung kann 
auch beide StOrungen auiweisen und kann sich auch dadurch aus- 
zeichnen, dass ihr Zell-Zyklus vom normalen Zell-Zyklus abweicht. 



Beschreibung 

Die aus dem Stand der Technik (Wixler et al., FEBS Letters 
1999,445,351-355) bekannte Sequenz (accession #AJ 131 720) co- 
diert fur das a-Integrin- Bindungsproteins p80 das mit der proximalen 
10 Region des a- Integrins interagiert. Diese Bindungseigenschaften 

legen nahe, dass es sich bei p-80 urn ein membranstandiges Protein 
handeln muss. Angaben zur Glykosielierung des p-80 Proteins sind 
nicht bekannt. 



15 Das ebenfalls aus dem Stand der Technik bekannte humane REV-1 

Protein (accession # AF20601 9) weist ebenfalls zumindest ab- 
schnittsweise Sequenzhomologie zum erfindungsgemaBen Antigen 
aufweist. Als Funktion von REV1 wird eine Deoxycytidyl-Transferase 
Aktivitat angegeben. Die Deoxycytidyl-Transferase katalysiert ver- 

20 mutlich die Anbindung von Desoxycytidylat an denTochter-DNA- 

Strang wShrend der DNA-Replikation im Zellkern. REV1 ist also im 
Gegensatz zum Integrin bindenden Protein p-80 kein membranstan- 
diges Protein und ist im Kern lokalisiert 

25 Die Tatsache, dass Polypetide mit gleicher Aminosaursequenz zum 

einen als membranstandige Proteine und zum anderen als Proteine 
im Zellkern vorliegen konnen, zeigt, dass die posttranslationale Modi- 
fikationen, wie beispielsweise die Glykosilierung, eine groBe Rolle im 
Hinblick auf die Lokalisation und die Funktion eines Polypeptids spie- 
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len mOssen und man trotz Sequenzhomologie nicht von einer Identi- 
tat solcher Proteine ausgehen kann. 

> 

Die Aufgabe der Erfindung besteht in der Identifikation und Charakte- 
5 risierung eines Antigens an das der tumorspezifische humane mo- 

noklonale Antikorper PM-2 bindet (DSM Eingangsnummen DSM 
ACC2600), sowie in der Verwendung des Antigens zur Tumorbe- 
handlung und Tumordiagnose. 

10 Der PM-2 Antikorper (DE 102 30 516 A1) ist ein humaner monoklo- 

naler Antikorper mit schweren und leichten KettenmolekQIen, die je- 
weils einen von Antikorper zu Antikorper konstant und einen von An- 
tikorper zu Antikorper variabel aufgebauten Bereich aufweisen oder 
eine funktionelles Fragment davon, wobei wenigstens eine der vari- 

15 ablen Regionen der leichten Kette substanziell jeweils die in SEQ 

NO. 4 und/oder die der schweren Kette in SEQ ID NO. 3 des Se- 
quenzprotokolls aufweist. Der PM-2 Antikorper wurde mit Hilfe der 
Hybridom -Technik hergestellt, wobei die Hybridom-Zellen (DSM 
ACC2600) durch Fusion der Hetero-Myelom-Zellen HAB-1 sowie 

20 - deren Subklone mit P-Lymphozyten gewonnen wurde. Die P- 

Lymphozyten wurden aus einem lymphatischen Organ vorzugswei- 
se, der Milz oder Lymphknoten eines Karzinom-Patienten entnom- 
men. Der humane monoklonale Antikorper PM-2 zeichnet sich da- 
durch aus, dass er nach spezifischer Bindung an das entsprechende 

25 PM-2 Antigen auf der Oberflache einer neoplastischen Zelle in dieser 

Zelle Apoptose einleitet und/oder die Zellproliferation inhibiert Die 

» * 

Apoptotische Wirkung des PM-2 Anikflrpers wurde mit Hilfe eines 
Cell-Death-ELISA Experiments nachgewiesen und ist in Dokument 
DE 102 30 516 A1 ausfQhrlich beschreiben. 
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Zur L5sung der Aufgabe lehrt die Erfindung ein Glykomembranpro- 
tein rnit Antigeneigenschaften, das dadurch gekennzeichnet ist, dass 
es 

- von neoplastischen Zellen und nicht von nicht-neoplastischen 
Zellen exprimiert wird, und 

- als Antigen den humanen monoklonalen AntikOrper PM-2 
(DSM Eingangsnummer DSM ACC2600) spezifisch bindet, 
sowie 

- A/-glykosidisch und O-glykosidisch glykosiliert ist 

Das erfindungsgemaBe Antigen ist tumorspezifisch, d.h. es wird nur 
von neoplastischen Zellen exprimiert. FOr die spezifische Bindung 
des humanen monoklonalen Antikorper PM-2 (DSM Eingangsnum- 
mer: DSM ACC2600) am erfindungsgemaBen Antigen ist des Glyko- 
silierung verantwortlich, die A/-glykosidisch und O-glykosidisch ist. 

Sowohl beim erfindungsgemaBen Antigen als auch beim zumindest 
abschnittsweise sequenzgleichen p-80 Protein handelt es sich urn 
membranstandige Proteine. MOglicherweise liefert die Tatsache, 
dass das p-80 Protein Integrin bindet einen Hinweis auf die Rolle, die 
das erfindungsgemaBe Antigen bei derTumorentstehung spielt. Als 
Zelladhasionsmolekule sind Integrine bei der Angiogenese wichtig. 
So wird das ctVp3-lntegrin von den Endothelzellen jener GefaSe 
exprimiert, die Tumore versorgen. Es wire denkbar, dass das erfin- 
dungsgemaBe Antigen, das in den Epithelzellen der BlutgefSBe 
nachgewiesen wurde, ebenfalls mit Integrinen wechselwirkt und sei- 
ne Hemmung einerder Angiogenesehemmung ahnliche Wirkung hat 
Bekannt ist auch, dass Integrine bei der Metastasierung von Tumor- 
zellen eine wichtige Rolle spielen, indem sie die Adhasion der Ober 
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die Blutbahnen transportierten Tumorzellen in bislang tumorfreies 
Gewebe Qberhaupt erst ermoglichen. 

FOr die spezifische Bindung des Antikorpers PM-2 haben erfin- 
5 dungsgema&en Antigen spielen vermutlich die A/-glykosidisch ge~ 

bundenen Glykostrukturen eine besondere Rolle. Die genauer Ana- 
lyse der Glykosylierungsstellen mit Hilfe einer dem Fachmann be- 
kannten Software (Software der Datenbank des „UK MRC Human 
Genome Mapping Project" 
1 0 http://www.hgmp.mrc.ac.uk/GenomeWeb/prot-anal.html) ermittelt. 

Ausgehend von der nur partiell vorliegenden Sequenz (774 Amino- 
sfiuren) von p~80 ergab diese Analyse, dass die A/-Glykosilierung 
insbesondere an den Aminsaurepositionen 333, 343, 450 und 568 

V 

1 5 erfolgt. Eine entsprechende Analyse mit der komplett voriiegenden 

Sequenz der REV1 Proteins ergab, dass bei REV1 insbesondere an 
den Aminosaurepostitionen 810, 830, 927 und 1045 A/-Glykosiiierung 
vorliegt. 

> 

20 Die Anzahl der mit Hilfe des gleichen Verfahrens ermittelten O- 

Glykosilierungsstellen liegt bedeutend hoher. 

Es liegt im Rahmen der Erfindung, dass das mit Hilfe des humanen 
monoklonalen Antikorpers identifizierte Antigen aus einem monomer 
25 oder aus mehreren gleichen Untereinheiten aufgebaut ist. Die Mog- 

lichkeit, das es sich urn ein Homomer aus zwei gleichen Untereinhei- 
ten (Dimer) handelt oder mit anderen Proteinen assoziert ist, kOnnte 
auch erklaren, dass das mittels Immuno-Blot (Western-Plot) angeb- 
bare Molekulargewicht bislang in einer weiten Bandbreite variiert. 
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Die das Protein exprimierenden Zellen wurden bereits im ZUsam- 
menhang mit der Charakterisierung der PM-2 Antikorpers genannt. 
Daher wird hier auf das Dokument DE 102 305 156 A1 verwiesen. 
Die Hybridomzelllinine, die den Antikorper PM-2 produziert, ist nach 
dem Budapester Vertrag Ober die internationale Anerkennung der 
Hinterlegung von Mikroorganismen fur doe Zwecke von Patenthinter- 
legungen am 02.07.2003 unter der Eingangnummer DSM2600 beim 
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Braunschweig), hinterlegt worden. FQrdie Charakterisierung 
des erfindungsgemalSen Antigens wurde insbesondere Pankreas- 
Karzinomzellen der Zelllinie BXPC3 (ATCC-Nummer CRL1687) ver- 
wendet, weil auf deren Oberflache das Antigen besonders gut expri- 
miertwird. 

i ( * 

FQr die Erklarung der immunbiologischen Bedeutung des erfin- 
dungsgemaBen Antigens konnte entscheidensein, dass das Antigen 
auf der Oberflache von Epithelzellen im Tumorgewebe exprimiert 
wird. 

Von entscheidender Bedeutung ist das therapeutische Potenzial des 
erfindungsgemSSen Antigens, das darin besteht, dass nach Bindung 
des PM-2 Antikorpers an das Antigen in einer neoplastischen Zelle 
Apoptose induziert wird. Alternativ ist denkbar, dass aufgrund der 
speziflschen Bindung des PM-2 Antikorpers an das Antigen auf der 
Oberflache neoplastischer Zellen deren Zellproliferation inhibiert. 
Beide Wirkmechanismen sind fOr die Tumortherapie interessant. 

Im Rahmen der Erfindung wurde ein Verfahren zur Isolation des er- 
findungsgemaBen Antigens entwickelt. Nach Homogenisierung und 
Solubilisierung in einem dem Fachmann bekannten Detergenz wird 
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das Antigen chromatographisch aufgereinigt Dabei kommt insbe- 
sondere die GroBen-Ausschluss-Chromatographie (Size-exclusion) 
zum Eirisatz. In einer Verbesserung des Isolationsverfahrens 1st 
denkbar, dass sich an die GrolSen-Ausschluss-Chromatographie ein 
weitere Schritt in Form einer Anionen-Austausch-Chromatographie 
anschlie&t Durch diesen zweiten Aufreinigungsschritt wird die Rein- 
heit des isolierten Glykomembranproteins verbessert 

Das derart isolierte Antigen kann zur Herstellung eines Arzneimittels 
unter Verwendung der Qblichen pharmazeutischen Hilfs- und Trager- 
stoff verwendet werden. Im einfachsten Fall ist die in-vivo Verabrei- 
chung des aufgereinigten Antigens in einer physiologischen NaCI- 
Losung vorgesehen. 



15 



20 



25 



30 



Es liegt jedoch ebenso im Rahmen der Erfindung, dass das aufge- 

* 

reinigte Glykomembranprotein als Antigen eingesetzt wird, um spezi- 
fisch bindende Liganden oder Adhasionspeptide zu identifizieren. 
Prinzipiell ist denkbar, dass die auf diese Weise identifizierten Poly- 
peptide nur abschnittsweise der Sequenz des humanen monoklona- 
len Antkorpers PM-2 entsprechen, aber dennbch in neoplastischen 
Zellen Apoptose einleiten und/oder in diesen Zellen die Zellprolifera- 
tion inhibieren. Zur Verstarkung dieser Wirkurig konnen die Adhasi- 
onspeptide oder Liganden mit einem Radionucleotid, einem Cytoto- 

■ 

kin, einern Cytokin oder einem Wachtuminhibitor gekoppelt sein. 
Es denkbar, dass das erfindungsgemafce Glykomembranprotein als 

» 

Antigen bei der Identifikation von Wirkstoffen im Rahmen eines 

■ 

Hoch-Durchsatz-Screenings eingesetzt wird. Derartige Verfahren 
und deren Ausgestaltungen sind dem in der pharmazeutischen For- 
schung tatigen Fachmann bekannt 



WO 2005/092922 PCT/DE2005/000455 

12 



lm Rahmen der Erfindung ist auch die Verwendung des erfindungs- 
gemaBen Antigens als Tumormarker vorgesehen. Dabei ist der 
Nachweis des erfindungsgemaBen Membranglykoproteins auf der 
5 Oberfiache neoplastischer Zellen mit Hilfe des PM-2 Antikorpers 

durchfOhrbar. Mit Hilfe des in den Sequenzprotokollen 1 und 2 ange- 
geben Vektorinserts gelang u.a. in einem Antisense Experiment der 
Nachweis, dass das erfindungsgema&e Membranglykoprotein das 
Antigen fOr den spezifisch bindenden humanen monoklonalen Anti- 
10 korper PM-2 ist. 
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Beispiel 1 
Material und Methoden 

Zellkultur 

Zur Gewinnung des Rezeptors wurde die Karzinomzelllinie BXPC-3 
(ATCC-Nummer CRL1687) verwendet. Fur vergleichende Untersu- 
chungen, z.B. Western-Blot-Analyse wurde au&erdem die bekannte 
Magenadenokarzinom-Zelllinie 23132/87 (DSMZ Eingangsnummer 
DSM201) (Hensel etal. 1999, Int. J.Cancer 81:229-235) eingesetzt. 
Die Zellen wurden bis zu 80% Konfluenz in RPMI-1640 (PAA, Wien 
Osterreich) erganzt mit 10% PCS und Penicillin/Streptomycin (1% for 
beide) gezuchtet. Fur die beschriebenen Untersuchungen wurden die 
Zellen mit Trypsin/EDTA getrennt und zweifach mit Phosphat gepuf- 
ferter Kochsalzlosung (PBS) gewaschen. 

Preparation von Membranausziigen 

Die Isolierung der Membranproteine aus Tumorzellen wurde in der 
Weise, wie sie durch Hensel et al. (Hensel et al„ 1999, Int. J.Cancer 
81:229-235) beschrieben wurde, unter Benutzung derZelllinie 
BXPC-3 duchgefOhrt. VerkQrzt wiedergegeben wurden die zusam- 
menhangenden Tumorzellen zweimal mit PBS gewaschen, mit ei- 
nem Zellschaber abgelost und zentrifugiert, und in einem hypotoni- 
schen Puffer (20 mM HEPES, 3 mM KCI, 3mM MgCfe) aufgelSst. 
Nach einer 15 Min. Inkubationszeit auf Eis und einer Ultraschallbe- 
handlung fur 5 Min., wurden die Kerne durch Zentrifugieren bei 
10.000 g fQreine Dauer von 10 Min. pelletiert. Der Oberstand wurde 
fur 30 Min. bei 100.000 g in einem Swing-out-Rotor zentrifugiert und 
hierdurch die Membran pelletiert. Nachdem die Pellets mit dem hypo- 
tonischen Puffer gewaschen wurde, wurden sie in einen Membran 
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Lysis Puffer (50 mM HEPES pH 7.4, 0,1 mM EDTA, 10% Glycerol, 
und 1% Triton X-100) erneut aufgelSst. Ein Protease Inhibitor (Boeh- 

« 

ringer, Mannheim, Deutschland) wurde alien Losungen zugeben. 
Reinigung des Antigens 

Die Reinigung des Antigens wurde mit Saulenchromatographie unter 
Verwendung einer Pharmazia (Freiburg, Deutschland) FPLC Einheit 
durchgefOhrt. FQr die GroRenausschiuU (Size-Exclusion)- 
Chromatographie wurde eine Pharmazia Superdex 200 (XK 16/60) 
Saule mit 5 mg des MembranprSparates geladen und mit einem Puf- 
fer A betrieben (100 mM Tris/CI, pH 7.5,2 mM EDTA, 40mM NaCI, 
1 % Triton X-1 00). Dann wurde das Eluat fraktioniert und durch Wes- 
tern-Blot Analyse auf Reaktionen mit dem Antikorpern PM-2 unter- 
sucht. Die positiven Fraktionen wurden auf einer MonoQ (5/5 Saule) 
unter Verwendung des Puffers A gegeben. Die gebundenen Proteine 
wurden mit Hilfe eines linearen Gradienten unter Verwendung des 
buffers B (100 mM Tris/ CI, pH 7.5,1 M NaCI, 2 mM EDTA, 1 M 
NaCI, 1% Triton X-100) ausgewaschen, fraktioniert und mit Coomas- 
siegefarbtem SDS-PAGE und Western-Blot Analyse untersucht. 

Western blotting 

Die Auftrennung durch 10 %ige SDS-PAGE Gele und Western blot- 
ting der Proteine wurden unter Standardbedienungen, wie anderwei- 
tig beschrieben (Hensel etat, 1999, IntJ.Cancer 81:229-235), 
durchgefuhrt VerkUrzt wiedergegeben wurden die geblotteten Nitro- 
zellulose -Membrane mit PBS blockiert, welches 2 % Magermilchpul- 
ver enthielt, dem eine einstUndigen Inkubation mit 10 )jg/ml gereinigr 

tern Antik6rper 103/51 folgte. Nach dreimaligem Waschen mit PBS + 

» 

0,05% Tween-20 wurde der zweite AntikSrper (Peroxidase gekoppel- 
te Hasen antihumane IgM Antikorper (Dianova, Hamburg, Deutsch- 
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land)) inkubiert. Die Reaktion wurde mit Hilfe des SupersignalChe- 
fnilumineszenz kits von Pierce (KMF, St. Augustin, Deutschland) 

* 

nachgewiesen. 

i 

Die mit Hilfe von Western-Blots auf einem entsprechenden SDC-Gel 
identifizierten positiven Banden wurden aus dem Gel getrennt und 
zur MALDI-Analyse genutzt. 



10 



15 



20 



25 



MALDI Peptide-Analyse 

Die aus dem SDS-Gel getrennten Proteinbanden wurden in kleine 
Stucke von etwa 1mm x 1mm zerschnitten. Die GelstQcke wurden 
gewaschen, mit DTT reduziert, S-Alkyliiert mit lodoacetamid und 
Trypsin behandelt (unmodifiziert, Sequenzgrad, Boehringer) wie an- 
derweitig beschrieben (Shevckenko et al., 1996b Anal.Chem. 
68:850-858). Nach 3 Stunden der Verdauung bei 37°C wurden 0.3 p\ 
der Losung entfernt und einer massenspektroskopischen Analyse 
(MALIDI) mit Hilfe eines Bruker Reflex MALDI-TOF unterzogen, wel- 
ches mit einer nachtrag lichen Extraktion (Brucker, Franzen, Bremen, 
Deutschland) ausgerustet war. Die Dunnfiimtechnik wurde zur Pro- 
benpraparierung angewendet (Jensen et al., 1996 Rapid.Commun. 
Mass.Spectrom 10:1371-1378). Die tryptischen Peptid-Massen wur- 
den dazu venvendet, urn nicht redundante Proteinsequenzdaten 
durch ein Peptid-Suchprogramm, das im Hause entwickelt wurde, zu 
suchen. 



30 



Klonierung des p80-Antisense-Vektor und Transfektion 

RNA Isolierung, cDNA Synthese und PCR wurden wie beschrieben 
(Hensel et al. T 1999 Int. J. Cancer 81:229-235) durchgefQhrt. VerkOrzt 
wiedergegeben wurde fur die Amplifikation eines Fragments mittels 
PCR aus einem Bereich von Position 181 bis Position 681 der 
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Nukieotid Sequenz von p-80 (accession # AJ1 31 720) folgende Pri- 
mer benutzt: 

P80-Rev3* 5' CTGTTC CATAC GATTTTC ATG C 3' 
P80-Rev5' 5' TCGAACTGGTCTATCATCCAA 3' 

Die Amplifikation wurde mit folgendem Zyklusprofil durchgeftlhrt: 
95°C, 2 Min; nachfolgend 35 Zyklen bei 94°C, 30 sec; 60°C, 30 sec; 
72°C 60 sec. und abschlie&end 72 °C, 4 min. Die Klonierung in den 
pCR- Skript Amp SK (+) Vektor und das Sequenzieren der DNA wur- 
de wie frOher schon beschrieben (Hensel et al., 1999 Int.J.Cancer 
81:229-235) durchgefQhrt. 

Das Insert wurde mit entsprechenden Restriktionsenzymen aus dem 
pCR- Skript Amp SK (+) Vektor ausgeschnitten und in den pHook-2 
Vektor (Invitrogen, Leek, Niederlande) subkloniert. Verschiedene 
Klone wurden durch Sequenzierung auf die erfolgreiche Klonierung 
untersucht. Es wurde ein Klon gewahlt, bei dem die codierende Se- 
quenz in Antisense-Richtung zum Promotor kloniert worden ist Die- 
se Klon wurde amplifiziert und Vektoren fQr die Antisense- 

» * 

transfektion isoliert. 

Die Transfektion der Zelllinie BXPC-3 mit pHook2-anti PM-2-R wurde 
mit einem Primefaktor Reagenz (PQLab, Erlangen, Germany) ent- 
sprechend dem Lieferantenhandbuch vervollstandigt. DafOr wurde 
die Plasmid DNA auf 10 ug/ml verdunnt und das Primefaktorreagenz 
im Verhaltnis 1:10 einem serumfreien Wachstumsmedium beigege- 
ben. Die verdQnnte Plasmid DNA (450 ul), das verdOnnte Primefak- 
torreagenz erganzend (90 ul) und das serumfreie Wachstumsmedi- 
um (460 ul) wurden vermischt und bei Raumtemperatur inkubiert. 60 
ml Zellkulturschalen (70% konfluent) wurden zweimal mit dem se- 
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» 

rumfreien Wachstumsmedium gewaschen und anschlieliend die 
Primefaktor/DNA-Mischung tropfenweise hinzugegeben. Die Zellen 
wurden inkubiert fur 18 Stunden bei 37°C and 7% C0 2| anschlie&end 

wurde das serumfreie Wachstumsmedium ersetzt durch ein Wachs- 

i 

5 tumsmedium mit 10% FCS und die Zellen wurden weitere 24 Stun- 

den inkubiert, bevor die Expression des Rezeptorproteins untersucht 
wurde. 

< 

a) Ein Teil der Zelllinie BXPC-3 wurde mit einem Kontrollvektor (p- 

1 0 HOOK-2), ein weiterer Teil mit den p80 Antisense-Vektor transfiziert. 

b) 48 h nach der Transfektion wurden Zytospinpreparationen der 

* 

Zellen angefertigt. 

c) Die Zytospinpreparationen wurden mit dem PM-2 Antikorper und 
einem Kontrollantikdrper (nur sekundarer AntikSrper) angefarbt 

1 5 d) Zellen, die mit dem p-80 Antisense-Vektor'transfiziert sind, zeigen 

einen deutlichen Abfall in der Bindung des Antikdrpers PM-2. 



Verdau mit N-Glykosidase auf Zytospins 

20 Die verwendeten Zellen wurden mittels Trypsin/EDTA vom Unter- 

grund ihrer Kulturflaschen abgelost und anschlieBend zur Regenera- 
tion der Membranproteine fur 1 h in RPMI-1640 Medium + 10% FCS 
bei 4°C inkubiert. Danach wurden mit den Zellen Zytospin-Paparate 
angefertigt. Die Zytospins wurden uber Nacht bei RT getrocknet. 

25 Nach der Trocknung wurden die Zellen fur 10 min mit 100% Azeton 

fixiert und dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die 
fixierten Zellen mit 5 mU/ml N-Glykosidase (in 100 pi Phosphatpuffer, 
pH 7,0) for 3 Stunden bei 37°C im Brutschrank verdaut. Danach wur- 
den die Zytospin-Praparate dreimal mit PBS gewaschen und sofort 

30 der immunhistochemischen FSrbung mit den verschiedenen Antikor- 



* 
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pern zugefilhrt. Als NegativkontroIIe dienten Zytospins, die nur mit 
Phosphatpuffer inkubiert wurden, bzw. Zytospins, welche ohne Gly- 
kosidase-Behandlung einer normalen immun-histochemischen Far- 
bung unterzogen wurden. Die Farbung erfolgte wie beschrieben. Die 
fertige Farbung wurde abschlieSend mikroskopisch ausgewertet und 
die Ergebnisse mit einer Photoanlage und einem Olympus Mikroskop 
dokumentiert. 



Verdau mit O-Glykosidase auf Zytospins 

10 Auch hier wurden die Zellen abtrypsinisiert und fur 1 h in Kulturmedi- 

um auf Eis rekonstituiert. Nach Preparation der Zytospin-Praparate 
und anschlieBender Fixierung wurden die Zellen mit 20 pU/ml O- 
Glykosidase (in 100 pi Phosphatpuffer, pH 6,8) bei 37°C fQr 3 h inku- 
biert. Als Kontrolle wurden Zytospins nur mit Phosphatpuffer inkubiert 

15 oder ohne Inkubation normal gefarbt Die immunhistochemische Far- 

bung erfolgte wie beschrieben. 



Immunohistochemisches Farben von 
20 lebenden Zellen und Azeton-fixierten Zellen 

Fur das Farben lebender Zellen wurden die Zellen herausgelost, ge- 
waschen und verdOnnt auf 1 x 10 s Zellen pro ml. 1 ml der ZelllOsung 
werden bei 1.500 g fur 5 Min. zentrifugiert. Der auf 40 pg/ml mit voll- 
standigen RPMI verdQnnte AntikSrper wird zu einem Endvolumen 
25 von 1 ml erganzt und fQr 90 Min. auf Eis inkubiert. Dann werden die 

Zellen bei 1 .500 g fur 5 Min. pelletiert und wieder aufgelost mit 500 pi 
RPMI. Mit 200 pi der Zelllosung werden die Zytospinpraparate prapa- 
riert und fQr 30 Min luftgetrocknet. Die Zellen werden in Aceton fQr 30 
Min. fixiert und dreimal mit Tris/NaCI gewaschen. Die HRP- 

F 

30 gekoppelten Hasen antihumanen IgM (DAKO) werden 1:50 in 
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PBS/BSA (01 ,%) verdGnnt und for 30 Min. bei Raumtemperatur inku- 
biert. Nach dreimaligem Waschen wird das Farben, wie oben er- 
wahnt, durchgefuhrt. 

5 Fur das Farben der azeton-fixierten Zellen werden die Zytospins pra- 

pariert, bei Raumtemperatur luftgetrocknet und, wie oben beschrie- 
ben, in Azeton fixiert. Dann werden die Zytospins fur 1 5 Min. mit 
PBS/BSA (0,1%) blockiert und far 30 Min. mit 10 pg/ml primarer Anti- 
kGrper inkubiert und anschlieBend dreimal gewaschen. Die Inkubati- 
10 on mit den sekundaren Antikorpern und das Farben wird, wie oben 

beschrieben, durchgefiihrt. ■ 

Beispiel 2 
Ergebnis Glykosidase - Verdau 

15 Figur 1 zeigt den Einfluss des Glykosidase-Verdaus auf die AntikOr- 

per-Bindung von PM-2 auf der Zelloberflache der Pankreaskarzi- 
homzellen BXPC-3. Die Zytospins wurden nach dem Verdau immun- 
histochemisch mit der Positivkontrolle CAM-Keratin (A, C, E) und mit 
PM-2 (B, D, F) gefarbt. 

20 

Die Bilder A und B in Fig. 1 zeigen die Kontrolien nach Inkubation der 
Zellen in Glykosidase-Puffer ohne Enzym. Die Bilder C und D zeigen 
die Auswirkungen der A/-Glykosidase-lnkubation auf die Bindung des 
Antikorpers PM-2 an die Pankreaskarzinomzellen. Nach Verdau mit 
25 dem Enzym /V-Glykosidase kann nicht mehr mit dem AntikSrper PM- 

2 angefarbt werden. Das bedeutet, dass der Antikarper nicht mehr an 
seinen Rezeptor binden konnte, weil die fur die spezifische Bindung 
erforderliche A/-gebundene Glykostruktur beim A/-Glykosidase- 
Verdau abgespalten wurde. 

30 
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Die Bilder in Fig. 1 E und F zeigen die Auswirkungen der O- 
Glykosidase-lnkubation auf die Bindung des Antikorpers PM-2. Wah- 
rend die Positivkontrolle CAM-Keratin in Bild E keine verSnderte Far- 
bung autweist zeigt sich nach Verdau mit dem Enzym O- 
Glykosidase, dass die Zellen nicht mehr mit dem Antikorper PM-2 
angefarbt werden konnen. Das legt nahe, dass neben A/-gebundenen 
Zuckern mindestens auch eine O-glykosidisch gebundenen Determi- 
nanten des Antigens fur die spezifische Bindung des PM-2 Antikor- 
pers verantwortlich war. 



Beispiel 3 
Ergebnis Antisense Transfektion 

1 5 Fig. 2 zeigt den EinfluB der Antisense-Transfektion auf Farbungen 

mit Antikdrpern PM-2 und Lebendzellfarbung (VergrdBerung 200x). 

i 

i 

Die rechte Spalte von Figur 2 zeigt die mit dem PM-2 angefarbten 
Zellen der BXPC-3 Zelllinie. In der oberen Reihe sind nicht transfi- 

20 zierte Zellen abgebildet. Die mittlere Reihe zeigt die mit dem leeren 

Vektor transfizierten Zellen. In beiden Fallen zeigen die Zellen eine 
deutliche PM-2 Antikdrper Farbung. Diese Farbung nimmt deutlich 
ab nach Transfektion der Zellen mit dem Antisense-Vektor. Dies 
zeigt das Bild in der rechten Spalte der unteren Zeile. Dieses Expe- 

25 riment zeigt, dass der PM-2 Antikorper an ein Membranprotein bin- 

det, dessen Aminosauresequenz zur AminosSuresequenz des P-80 
Proteins zumindest abschnittsweise homolog sein muss. 

m 

Zusammen mit dem Ergebnis des Glucosidase-Verdaus zeigt dies, 
30 dass ein Glycomembranprotein, dessen Aminosauresequenz zumin- 
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dest teilweise mit der des P-80 Proteins Gbereinstimmt, das Antigen 
ist, an das der PM-2 AntikOrper spezifisch bindet. 

Beispiel 3 
Ergebnis Western blot 

Figu'r 3 zeigt den immunspezifischen Nachweis des in BXPC-3- 
Zellen uhd in 23132/87-Zellen exprimierten Antigens mit Hilfe des 
PM-2 AntikOrpers. 



10 
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Beispiel 4 

Bestimmung der /V-Glykosilierungsstellen 

Die in Figur4a und 4b sowie 5a und 5b angegebenen Glykosilie- 
rungsstellen wurden mit Hilfe der Software der Datenbank des „UK 
MRC Human Genome Mapping Project" 

(http://www.hgmp.mrc.ac.uk/GenomeWeb/prot-anal.html) ermittelt. 



20 



MALDI-Analyse des PM-2 Antigens 

Figur 6 zeigt das Ergebnis der massenspektroskopischen Analyse 
einer aus einem SDS-Gel mit Hilfe des PM-2 Antikorpers selektierten 
Proteinbande. Ein Sequenzvergleich der mit Hilfe des Mas- 
senspektrometer ermittelten Peptidabschnitte Nr. 2, Nr. 3, Nr. 4 und 
Nr. 6 Sequenzhomologie zum p-80 Protein bzw. zum REV1 Protein 
aufweisen. 



25 
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Patentanspruche 

1 . Polypeptid, das als membranstandiges Protein an der Zelloberfia- 
che exprimiert wird, das aneiner oder mehreren Stellen glykosi- 
Iiert ist (Membranglykoprotein) und dessen Aminosauresequenz 
teilweise oder ganz der des Integrin-Bindungsproteins p80 (ac- 
cession # AJ131720) oder REV1 (accession # AF206019) ent- 
spricht, dadurch gekennzeichnet, dass das Membranglykopro- 
tein 

- von neoplastischen Zellen und nicht von nicht-neoplastischen 
Zellen exprimiert wird, und 

- als Antigen den humanen monoklonalen Antikorper PM-2 
(DSM Eingangsnummer: DSM ACC2600) spezifisch bindet, 
sowie 

- A/-glykosidisch und Q-glykosidisch glykosiliert ist 

2. Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
spezifische Bindung des humanen monoklonalen Antikdrpers PM- 
2 (DSM Eingangsnummer: DSM ACC2600) am Membrangly- 
koprotein durch einen oder mehrere A/-glykosilierte Carbohydrat- 
Rest (=Zucker-Rest) vermittelt wird. 

25 

3. Polypeptid nach einem der AnsprUche 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass mindestens an einer der Aminosaurepositio- 
nen 333, 353, 450 und 568 der partiellen Sequenz (accession # 

30 AJ 131720) des p-80 Antigens eine A/-Glykosilierung vorliegt. 
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4. Polypeptid nach einem der AnsprQche 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass mindestens an einer der Aminosaurepositio- 
nen 810, 830, 927 und 1045 der partiellen Sequenz (accession # 
AF206019) des REV1 Antigens eine /V-Glykosilierung vorliegt. 

5. Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Membranglykoprotein ein Monomer 
ist oder aus mehreren gleichen Untereinheiten aufgebaut oder mit 
anderen Proteinen assoziert ist. 

6. Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Molekulargewicht des Membrangly- 
koproteins ca. 80 bis 160 kDa betragt 

7. Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Membranglykoprotein von den neo- 
plastischen Zellen 

- ; des Dickdarms 

- der BauchspeicheldrQse 

- der Prostata 

- der GebSrmutter, 

- dem Eileiter, 

- der Nebenniere und/oder 

- der Lunge, sowie vom 

- Platteneprthelkarzinom der SpeiserOhre oder der Lunge, 

- des Magenkarzinoms und 

- dem duktalen Karzinom der Brust 

und nicht von nicht-neoplastischen Zellen exprimiert wird. 
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8. Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Membranglykoprotein auf der Ober- 
flache der Pankreas-Karzinomzelllinie BXPC-3 (ATCC-Nummer 
CRL1687) exprimiert werden. 

9. Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Membranglykoprotein insbesondere 
auf der Oberflache von neoplastischen Epithelzellen exprimiert 
wird. 

1 0. Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass nach Bindung des PM-2 Antikorpers 
(DSM Eingangsnummer: DSM ACC2600) am Membranglykopro- 
tein an einer neoplastischen Zelle in dieser Zelle und nicht in 
nicht-neoplastischen Zellen Apoptose induziert wird. 

1 1 . Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass nach Bindung des PM-2 Antikorpers 
(DSM Eingangsnummer: DSM ACC2600) an einer neoplastic 

25 schen Zelle Ober das Membranglykoprotein in der Zelle die 

Zellproliferation inhibiert wird. 
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12. Verfahren zur Gewinnung des Polypeptids nach einem der vor- 
hergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Membranglykoproteins aus 

- Membranextrakten'der Pankreas-Karzinomzelllinie BXPC-3 
5 durch 

- Solubilisierung und 

- nachfolgenden Einsatz der Gro&enausschluss- 
Chromotographie 

isoliert wird. 

10 

13. Verfahren zur Gewinnung des Polypeptids nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, dass sich an die GrolJenausschluss- 
Chrpmotographie die DurchfDhrung einer Anionenausstausch- 
Chromotographie anschlieBt 

15 

14. Verwendung des Polypeptids nach einem der vorhergehenden 
AnsprOche zur der Herstellung eines Arzneimittels unter Verwen- 
dung der Qblichen pharmazeutischen Hilfs- und Tragerstoffe, das 

20 der Bekampfung von Tumoren durch Immunisierung nach /n vivo 

Verabreichung dient. 

15. Verwendung des Polypeptids nach einem der vorhergehenden 
25 AnsprQche zur Entwicklung spezifisch bindender Liganden oder 

Adhasionspeptiden mit apoptotischer und/oder zellproliferation- 
sinhibierender Wirkung gegenuber neoplastischen Zellen. 
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16.Verwendung des Polypeptids nach einem der vorhergehenden 
Anspruche zur Entwicklung spezifisch bindender Liganden oder 
Adhasionspeptiden, wobei an den Liganden oder an das Adhasi- 
onspeptid ein Radionucleotid, ein Fluoreszenz-Marker, ein Cyto- 
5 tokin, ein Cytokine oder eine Wachtuminhibitor gekoppelt ist. 



17.Verwendung des Polypeptids nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche zur Suche von Wirkstoffen in einem Hoch-Durchsatz- 
10 Screens (High-Throughput-Screening - HTS). 



18.Verwendung des Polypeptids nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche als Tumormarker. 

15 



19.Verwendung des Polypeptids nach einem der vorhergehenden 
, Anspruche zu Diagnosezwecken, dadurch gekennzeichnet, 
dass uber die spezifische Bindung des PM-2 Antikorpers (DSM 
20 Eingangsnummer: DSM ACC2600) an das Membranglykoprotein 

ein Nachweis der Existenz, der Lokalisierung und/oder der Menge 
des Antigens fuhrbar ist. 

25 20. Antisense-Vektor, dadurch gekennzeichnet, dass ein Teil der 

Aminosauresequenz des Vektors der in SEQ NO ID:1 angegeben 
Sequenz entspricht. 
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21.Antisense-Vektor, dadurch gekennzeichnet, dass ein Teil der 
Nucleotidsequenz des Vektors der in SEQ NO ID:2 angegeben 
Sequenz entspricht. 
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A: BXPC-3 Zellen iiiitransfiziert 

B: BXPC-3 Zellen transfiziert mit Vektar 

« 

C: BXPC-3 Zellen transfiziert mit antisense-Vektor 



Figur2 
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Cell lifte Cell line 
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Figur 3 
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Bestimmunq potentieller Glvkosvlierungsstellen der partlellen Sequence des 

humanen alpha -integrin binding protein d8Q 

Bestimmt durch eine Suche in der Datenbank des „UK MRC Human Genome Mapping 

Projects", http://www.h^^ 



GI&DIPDSS'L 
HAKQLCPNLQ 
EILAETKLTP 
GQYf&KPEEV 
KLQKEFGPKT 
AEAFLLSLSE 
DNIARTVTLD 
NLNP'STCPSR 
DLEIS'SASRT 

LSI'EVPSPSQ 
NTGILPQPVG 
LQRELKAAYD 
KTIGSPKRIQ 
LEELSASTSG 
TISDPMEEDI 
AFDFILDNVQ 



WENPDSAQAN 
AVPYDFHAYK 
DEFANAVRME 
DDFIRGQLVT 
GQMLYRFCRG 
EIQRRLEATG 
QATDNAKIIG 
PSVQSSHFPS 
CTFLPPFPAH 
.LDQSVLEALP 
TVLLQIPEPQ 
QRQRQGENST 
SPLNNKLLNS 
VPGLSSLQSD 
LQWKYCTDL 
WLQQTYGST 



GIDSVLSRAE 
EVAQTLYETL 
IKDQTKCAAS 
NLPGVGHSME 
LDDRPVRTEK 
MKGKRLTLKI 
KAMLNMFHTM 
GSYSVRDVFQ 
LPTSPDTNKA 
PDLREQVEQV 
ESNSDAGINL 
HQQSASASVP 
PAKTLPGACG 
PAGCVRPPAP 
IEEKDLEKLD 
LKVT 



IASCSYEARQ 
ASYTHNIEAV 
VGIGSNILLA 
SKLASLGIKT 
ERKSVSAEIN 
MVRKPGAPVE 
KLNISDMRGV 
VQKAKKSTEE 
ESSGKWNGLH 
CAVQQAESHG 
IALPAFSQVD 
KNPLLHLKAA 
SPQKLIDGFL 
NLAGAVEFND 
LVIKYMKRLM 



LGIKNGMFFG 
SCDEALVDIT 
RMATRKAKPD 
CGDLQYMTMA 
YGIRFTQPKE 
TAKFGGHGIC 
GIHVNQLVPT 
EHKEVFRAAV 
TPVSVQSRLN 
DKKKEPVNGC 
PEVFAALPAE 
VKEKKRNKKK 
KHEGPPAEKP 
VKTLLREWIT 
QQSVESVWNM 



Es kattifi anhand der Aminosauresequenz vorhergesagt werden, daB das Molektil p80 4 potentielle 
N-GlykOsilierungsstellen besitzt 

Diese Stellen sind an den folgenden Aminosaurepositionen: 

(Tbreshold=0.5) 



Seqtfalne 


Position 


Potential 


Jury 


NGlyc 










agreement 


result 


Secfuence 


333 


NISD 


0.7279 


(9/9) 


++ 


Sequence 


353 


NPST 


0.5604 


(5/9) 


+ WARNING: PRO-X1 . 


Sequence 


450 


NLSI 


0.7334 


(9/9) 


++ 


Sequence 


568 


NSTH 


0.5163 


(4/9) 


+ 



Die Analyse zeigt, dass die wahrscheinlichsten Glykosylierungsstellen and den Positionen 
Nummer 333, 353, 450 sind 



Figur 4 a 
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Mogliche N-Glykosilierangsstell© in der Scqucnz 
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Figur 4b 
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Bestimmunq potentieller N-GlvkosvlierunassteHen des humanen REV-1 

Proteins 

B'estirfimt durch eine Suche in der Datenbank des „UK MRC Human Genome 
Mapping Projects", http://www.hgmp.mrc.ac.uk/GenomeWeb/prot-anal.html 



Name; Sequence Length: 1251 

MRRGGWRKRA ENDGWETWGG YMAAKVQKLE EQFRSDAAMQ KDGTSSTIFS 50 

GfVAIYVNGYT DPSAEELRKL MMLHGGQYHV YYSRSKTTHI IATNLPNAKI 100 

KELKGEKVIR PEWIVESIKA GRLLSYIPYQ LYTKQSSVQK GLSFNPVCRP 150 

EDPLPGPSNI AKQLNNRVNH IVKKIETENE VKVNGMNSWN EEDENNDFSF 200 

VDLfiQTSPGR KQNGIPHPRG STAIFNGHTP SSNGALKTQD CLVPMVNSVA 250 

SRL5PAFSQE EDKAEKSSTD FRDCTLQQLQ QSTRNTDALR NPHRTNSFSL 300 

SPLHSNTKIN GAHHSTVQGP SSTKSTSSVS TFSKAAPSVP SKPSDCNFIS 350 

NFYSHSRLHH ISMWKCELTE FVNTLQRQSN GIFPGREKLK KMKTGRSALV 400 

VTDTdDMSVL NSPRHQSCIM HVDMDCFFVS VGIRNRPDLK GKPVAVTSNR 450 

GTGRAPLRPG ANPQLEWQYY QNKILKGKAA DIPDSSLWEN PDSAQANGID 500 

SVLSRAEIAS CSYEARQLGI KNGMFFGHAK QLCPNLQAVP YDFHAYKEVA 550 

QTLYETLASY THNIEAVSCD EALVDITEIL AETKLTPDEF ANAVRMEIKD 600 

QTKCAASVGI GSNILLARMA TRKAKPDGQY HLKPEEVDDF IRGQLVTNLP 650 

GVGHSMESKL ASLGIKTCGD LQYMTMAKLQ KEFGPKTGQM LYRFCRGLDD 700 

RPVRTEKERK SVSAEINYGI RFTQPKEAEA FLLSLSEEIQ RRLEATGMKG 750 

KRLtTLKIMVR KPGAPVETAK FGGHGICDNI ARTVTLDQAT DNAKIIGKAM 800 • 

LNMFBTMK LN IS DMRGVGIH VNQLVPTHL N PS TCPSRPSV QSSHFPSGSY 850 

SVRDVFQVQK AKKSTEEEHK EVFRAAVDLE ISSASRTCTF LPPFPAHLPT 900 

SPDTNKAESS GKWNGLHTPV SVQSRLNLSI EVPSPSQLDQ SVLEALPPDL 950 

REQVEQVCAV QQAESHGDKK KEPVNGCNTG ILPQPVGTVL LQIPEPQESN 1000 

SDAGINLIAL PAFSQVDPEV FAALPAELQR ELKAAYDQRQ RQGENSTHQQ 1050 

SASASVPKNP LLHLKAAVKE KKRNKKKKTI GSPKRIQSPL NNKLLNSPAK 1100 

TLPGACGSPQ KLIDGFLKHE GPPAEKPLEE LSASTSGVPG LSSLQSDPAG 1150 

CVRPPAPNLA GAVEFNDVKT LLREWITTIS DPMEEDILQV VKYCTDLIEE 1200 

KDLEKLDLVI KYMKRLMQQS VESVWNMAFD FILDNVQWL QQTYGSTLKV 1250 
5P 



(Thresholds. 5) 



SeqName 



Position Potential Jury NGlyc 

agreement result 



Sequence 
Sequence 
Sequence 
Sequence 



810 NISD 
830 NPST 
927 NLSI 
1045 NSTH 



0. 6898 
0.5101 
0.7031 
0.4883 



(9/9) 
(4/9) 

(9/9) 

(6/9) 



WARNING: PR0-X1 



Figur 5a 
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MDglicheN-Glykosilieiungsstelle in der Sequenz 
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Figur 5b 
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MALDI-Analyse des PM-2 Antigens 
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Note: click on ths □ symbol to change column format 

Measured Avg/ computed Error Ekesidvsa Missed 
MascCW) Mono Mass 0(ppn) Start So Cot Peptide frequence 



Nr. 1 926.505 M 926.493 13 220 227 0 GLMRPVR 

Nr. 2 1315.646 M 1315.609 28 294 305 0 FGGHGICDNIfiB • " 

Nr. 3 1650.822 H 1654.775 28 716 728 1 YCTDLIEEKELEK 

Nr. 4 175Z.9G1 M 1752.882 11 166 182 0 . 

Nr, 5 2169.065 M 2169. 0L1 25 475 493 1 EQVEQVUAVQQAESBGDKK 

Nr. 6 30S2.411 X 3052.446 -12 45 70 1 N(HPft3H7U(QJ^PNLQRVi?YDFHAYK 



Nr. 1 = Keine Homologie gefunden 

Nr. 2 = Homolog zum alpha-integrin binding protein p80 

Nr. 3 = Homolog zum alpha-integrin binding protein p80 

Nr. 4 = Homolog zum alpha-integrin binding protein p80 

Nr. 5 = Keine Homologie gefunden 

Nr. 6 = Homolog zum alpha-integrin binding protein p80 



Figur 6 
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